Expresión de la proteína beta catenina y el marcador de proliferación celular KI-67 en endometrio de mujeres con síndrome de ovario poliquístico by Fajardo, Marjorie
1 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
UNIVERSIDAD NACIONAL ANDRÉS BELLO 
FACULTAD DE MEDICINA 
ESCUELA DE TECNOLOGÍA MÉDICA 
 
 
 
 
EXPRESIÓN DE LA PROTEÍNA ΒETA CATENINA Y EL 
MARCADOR DE PROLIFERACIÓN CELULAR KI-67 EN 
ENDOMETRIO DE MUJERES CON SÍNDROME DE OVARIO 
POLIQUÍSTICO 
 
 
Unidad de investigación de pregrado, para optar al Título de Tecnólogo Médico con 
especialidad en Morfofisiopatología y Citodiagnóstico 
 
 
 
 
 
Autor: Marjorie Fajardo 
 
Tutor de la investigación: Dr. Alberto Palomino 
 
 
 
 
 
Santiago de Chile, 2016 
 
 
2 
 
 
 
 
 
ÍNDICE DE CONTENIDOS 
 
 
 
Índice de contenidos……………………………………………………………...……....2 
Índice de figuras………………………………………………………………………….5 
Índice de gráficos……………………………………………………………………..….5 
Índice de tablas…………………………………………………………………………..6 
RESUMEN……………………………………………….………….…....……………..7 
INTRODUCCIÓN………………………………………………………………………8 
CAPÍTULO I  
1. Marco Teórico…………………………….………………….……….…….…..10 
1.1. Endometrio…………………..……………………………….……….…….….10 
1.1.2. Anatomía macroscópica…….….……………………………….……….…...10 
1.1.3. Anatomía microscópica……......…………………………….……………….11 
1.2. Ciclo menstrual…………………..…………………………………….…..…...11 
1.2.1. Fase proliferativa……………………………..……………………………....12 
1.2.2. Fase secretora…………………………………………………..……….…....12 
1.2.3. Fase menstrual…………………….………………………………………….13 
1.3. Síndrome de ovario poliquístico…….………………………………………….13 
1.3.1. Criterios diagnósticos…………….……………...…………….……………..14 
1.3.2. Fenotipos……………………….…………………………….……………....15 
     1.3.3. Patogénesis………………….………………..……………………………….15 
     1.3.4. Complicaciones metabólicas y mitogénicas…….………..…………………..16 
     1.3.4.1. Asociación con la hiperplasia endometrial y el cáncer de endometrio…......17 
     1.3.4.2. Obesidad……………………………………………………...…….………18 
     1.3.4.3. Intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 2………….……………………....18 
     1.3.4.4. Asociación con infertilidad…………………………….....…….…….…….19 
3 
 
 
 
     1.4. Marcadores de proliferación celular….…………………………………..….....19 
     1.4.1. Receptor de estradiol (ER)………………………………………….……..….19 
      1.4.2. Ki-67………………………………….……..………………………………..20 
      1.4.3. Beta-catenina (β-catenina).....……………………..………………….………20 
CAPÍTULO II 
      2.1. Hipótesis………………………...….…..….….………………………...…..….22 
      2.2. Objetivo general………………………….…………………………........….....22 
      2.3. Objetivos específicos…………………………………………………………...22 
CAPÍTULO III 
     3.1. Técnica y método de trabajo……………………………………………………23 
     3.1.1. Inmunohistoquímica (IHQ)…………..……………………………………….23 
     3.1.2. Inmunofluorescencia (IF)….……………………………………………….…23 
     3.1.3. Microdisección celular con láser (LCM)…………………………………..….24 
     3.1.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)……………………………….…25 
     3.2. Metodología……………………………………………………………………..26 
     3.2.1. Tipo de estudio……………………………………………………………..…26 
     3.2.2. Intervención…………………………………..……………………….…..…..26 
     3.2.3. Tamaño de la muestra…………………………………………..………..……26 
     3.2.4. Lugar de realización…………………………………………………………..27 
     3.2.5. Obtención de muestras…………………………………………….…...……..27 
     3.2.5.1. Para los controles………………………………………………………...…27 
     3.2.5.2. Para las mujeres con SOP…………………………………..…….…..…….28 
     3.3.Criterios de estudio……………………………………….….…………….……28 
     3.3.1. Criterios de inclusión…………………………………………………….…...28 
     3.3.2. Criterios de exclusión…………………………………………………....…...28 
     3.4. Protocolos……………………………..………………………………………..29 
     3.4.1. Protocolo de IHQ para tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina…29 
     3.4.2. Protocolo inmunofluorescencia…………………………………………...…..31 
     3.4.3. Procesamiento de tejidos congelados para LCM……………………………..32 
4 
 
 
 
     3.4.3.1. Cortes de tejidos congelados para LCM…………….………………..….…32 
     3.4.3.2. Tinción de tejidos congelados para LCM …………………….………..…..32 
     3.4.3.3. Microdisección celular con láser……………………………………...…….33 
     3.4.4. Extracción de RNA………………….……………………………..…..……..33 
     3.4.4.1. Aislamiento de RNA……………….…………………………………....….33 
     3.4.4.2. Síntesis de cDNA……………………………………………………...…....34 
     3.4.4.3 PCR en tiempo real………………………………………………………..…35 
     3.5. Variables……………………………………………………………………...…35 
     3.6. Análisis estadístico…………………………………………………………...…36 
     3.7. Otros antecedentes….……………………………………………….………….37 
     3.7.1. Consideraciones éticas…………………..…………….………………...……37 
CAPÍTULO IV 
     4.1. Resultados……………………………………………………………...………..38 
     4.1.1. Inmunolocalización del receptor de estrógeno en endometrio……...….……..38 
     4.1.2. Inmunolocalización de Ki-67 en endometrio….……………………………...41 
     4.1.3. Inmunolocalización de β-catenina en endometrio….…………………………44 
4.2. Concentración de mRNA de microdisección celular con láser en endometrio....51 
     4.2.1. Expresión génica de β-catenina en células endometriales……………………52 
CAPÍTULO V 
     5.1 Discusión………………………………………………………………………...55 
CAPÍTULO VI 
     6.1 Conclusiones………………………………………………………………….…59 
Referencias bibliográficas……………………………………………………………....61 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 
 
 
 
 
ÍNDICE DE FIGURAS 
 
 
 
Figura 1: Inmunohistoquímica de receptor de estrógeno (ER)………………………....39 
Figura 2: Inmunohistoquímica de Ki-67………………………………………………..42 
Figura 3: Inmunohistoquímica de β-catenina en endometrio en fase proliferativa……..45 
Figura 4: Inmunohistoquímica de β-catenina en endometrio proliferativo SOP……….46 
Figura 5: Inmunohistoquímica de β-catenina en hiperplasia endometrial……………...47 
Figura 6: Inmunohistoquímica de β-catenina en endometrio secretor……………….…48 
Figura 7: Inmunofluorescencia de β-catenina…………………………………………..49 
Figura 8: Microdisección con láser en endometrio en fase proliferativa……………….51 
 
 
 
ÍNDICE DE GRÁFICOS 
 
 
 
Gráfico 1: D-Hscore de receptor de estrógeno (ER) en IHQ…………….………..…….40 
Gráfico 2: D-Hscore de Ki-67 en inmunohistoquímica………………………………...43 
Gráfico 3: D-Hscore de β-catenina en inmunohistoquímica……………………………50 
Gráfico 4: Nivel de expresión de mRNA de β-catenina…………………………...…....53 
Gráfico 5: Curvas de Melting de β-catenina y GAPDH………………….………...…….54 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ÍNDICE DE TABLAS 
6 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1: Criterios diagnósticos para Síndrome de Ovario Poliquístico (SOP)………...14 
Tabla 2: Criterios del Consenso de Rotterdam 2003…………………………………...15 
Tabla 3: Implicancias del síndrome de ovario poliquístico……………………..……...16 
Tabla 4: Muestras de endometrio……………………………………………….………26 
Tabla 5: Anticuerpos utilizados en inmunohistoquímica (IHQ)……………………..…30 
Tabla 6: Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia (IF)………………………….32 
Tabla 7: Partidores para PCR en tiempo real (qRT-PCR)………………………………35 
Tabla 8: Concentración de RNA total en endometrio…………………………………..52 
Tabla 9: Ciclo umbral (Ct) de β-catenina y GAPDH……………...……………………52 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7 
 
 
 
RESUMEN 
 
 
     El endometrio humano normal sufre un proceso cíclico de proliferación, 
diferenciación y muerte celular bajo la influencia de estradiol y progesterona. Sin 
embargo, la función endometrial de mujeres con síndrome de ovario poliquístico (SOP) 
difiere de la del endometrio normal y es consistente con una pobre capacidad de 
reproducción, una mayor tasa de aborto involuntario espontáneo y una predisposición a 
la hiperplasia y carcinoma. Las anomalías hormonales, como las que se observan en las 
mujeres con SOP pueden alterar la expresión de proteínas , tales como β-catenina y Ki-
67, que regulan la proliferación y apoptosis en el endometrio y que pueden estar 
implicadas en el desarrollo de la hiperplasia y/ o carcinoma de endometrio en mujeres 
con SOP. 
     No está claro el mecanismo que establece la asociación entre SOP, hiperplasia y 
cáncer endometrial, pero se supone que una anovulación crónica, que resulta en la 
estimulación  continua de estrógenos sin oposición de progesterona en el endometrio, es 
un factor importante que estaría relacionado con el sistema de señalización Wnt/ β-
catenina, el cual se altera en estas condiciones hormonales, y provoca acumulación de β-
catenina en el citoplasma, seguido de una sobreexposición y translocación al núcleo, lo 
que está directamente relacionado con el proceso de malignización del tejido. Sin 
embargo, la obesidad, la hiperinsulinemia y el hiperandrogenismo, que son también 
características clínicas del SOP, son factores de riesgo para el carcinoma de endometrio.  
     Está investigación busca ayudar en la identificación de marcadores tempranos de 
hiperplasia y cáncer de endometrio, y en lo posible determinar potenciales estrategias 
para prevenir el cáncer endometrial en mujeres con SOP. Esto adquiere especial 
relevancia cuando pensamos que se trata de mujeres en edad fértil que, además de 
padecer trastornos endocrino-metabólicos y reproductivos, tienen riesgo de desarrollar 
cáncer endometrial si no son tratadas a tiempo. 
 
Palabras clave: Endometrio, Síndrome de ovario poliquístico, Proliferación celular. 
8 
 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
 
     El endometrio es la mucosa interna del útero y consta, en su capa funcional de un 
epitelio luminal, glandular y fibroblastos que forman el estroma. El ciclo menstrual es 
guiado por los esteroides ováricos, estradiol y progesterona. La primera parte del ciclo 
presenta una fase inicial de proliferación celular bajo la influencia de estradiol, luego de 
la ovulación, bajo la acción de progesterona producida por el cuerpo lúteo, el endometrio 
se transforma adquiriendo una función secretora. En ausencia de un ciclo concepcional 
es decir, de embarazo, debido a la luteólisis del cuerpo lúteo y la caída de la producción 
de estradiol y progesterona el endometrio se descama produciéndose la menstruación e 
iniciándose un nuevo ciclo menstrual. 
 
     El síndrome de ovario poliquístico (SOP) es el desorden endocrino más frecuente en 
la mujer en edad reproductiva que se caracteriza por anovulación e hiperandrogenismo y 
se asocia a infertilidad, obesidad, resistencia a insulina y diabetes. Las alteraciones 
clínicas y hormonales del SOP impactan en el endometrio constituyendo un factor de 
riesgo para la hiperplasia del endometrio y el cáncer de endometrio. 
 
     El cáncer de endometrio está relacionado con la acción crónica de los estrógenos sin 
oposición de la hormona progesterona; situación que caracteriza a los ciclos menstruales 
anovulatorios del SOP. Las complicaciones metabólicas que se asocian al SOP son 
también factores de riesgo del cáncer de endometrio. 
 
     Ki-67 es una proteína que se encuentra presente durante las fases activas del ciclo 
celular, por lo que es considerada un marcador molecular de proliferación celular.   
 
     β-catenina es un gen recientemente descubierto, participa en la señal de sistema Wnt 
y es regulado por estrógenos e inhibido por progesterona. Este sistema Wnt y en 
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particular β-catenina están relacionados con la proliferación celular, adhesión celular y 
angiogénesis. La acumulación nuclear de β-catenina y su sobreexpresión se han 
observado en lesiones tumorales del cáncer de colon, cáncer de mama y cáncer de 
endometrio 
 
     El mecanismo preciso por el cual la acción crónica del estradiol sin oposición de 
progesterona así como las alteraciones hormonales y metabólicas del SOP, conducen a la 
transformación aberrante de las células endometriales no se conoce en detalle.  
 
     El objetivo de esta investigación es determinar y comparar la expresión de Ki-67 y β-
catenina en células endometriales de mujeres con ciclos menstruales regulares normales 
y mujeres con SOP. 
 
     Se utilizará inmunohistoquímica en cortes histológicos en parafina para localizar β-
catenina, Ki-67 y adicionalmente el receptor de estrógeno alpha (ERα). Los niveles de 
mRNA de β-catenina serán determinados en células epiteliales endometriales aisladas 
mediante microdisección con láser (LCM). 
 
     Los resultados de esta unidad de investigación pueden servir para conocer más 
detalladamente las características moleculares de las células endometriales de las 
mujeres con SOP y su relación con las alteraciones mitogénicas asociadas como son la 
hiperplasia endometrial y el cáncer de endometrio. 
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CAPÍTULO I 
 
 
 
1. Marco teórico 
 
 
 
1.1. Endometrio 
 
     El endometrio es la mucosa que recubre la cavidad uterina, es un tejido que está 
regulado hormonalmente y que sufre cambios periódicos en respuesta a hormonas 
esteroideas ováricas, estradiol y progesterona, que son la base del ciclo menstrual. Estos 
cambios son fundamentales para la recepción del embrión y la implantación. Está 
conformado por un compartimiento luminal, glandular y estromal, incluye además una 
población de células inmunes residentes y una red vascular. 
     En relación a los cambios morfológicos que experimenta esta túnica se establecen dos 
regiones, una es la capa funcional o superficial la cual se transforma y regenera cada 
mes, es de mayor grosor y reacciona agudamente a la acción hormonal, la otra es la capa 
basal la cual es permanente y constituye la base para la generación cíclica del 
endometrio (Simón. C, 2009). 
 
 
1.1.2. Anatomía macroscópica 
 
     El útero es un órgano ubicado en el centro de la pelvis entre la vejiga y el recto, está 
conformado por tres zonas: 
- Cuerpo del útero, ubicado en el tercio superior, es de forma triangular con un vértice 
inferior.  
- Istmo, ubicado entre el cuerpo y el cuello uterino.  
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- Cuello uterino o cérvix está ubicado en el tercio inferior, es cilíndrico y más angosto 
que el cuerpo del útero. 
 
 
1.1.3. Anatomía microscópica 
 
     El cuerpo uterino está compuesto por tres túnicas: 
- Endometrio o mucosa de tapizamiento de la cavidad uterina. 
- Miometrio, capa muscular lisa y gruesa. 
- Perimetrio o serosa, cubierta peritoneal visceral del útero. 
(Pérez. A, 2014) 
 
 
 
1.2. Ciclo menstrual 
 
     El ciclo menstrual es un continuo de etapas proliferativas en la capa funcional del 
endometrio. Este proceso es controlado por hormonas secretadas por la hipófisis, la 
hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) que regulan las 
secreciones esteroideas de los ovarios (progesterona y estradiol).  
     En ausencia de embarazo el ciclo se repite aproximadamente cada 28 días (21 a 35 
días). El ciclo menstrual se divide en dos fases, la primera llamada fase proliferativa o 
folicular y va desde el inicio de la menstruación hasta el desarrollo terminal del folículo 
que culmina con la ovulación, y la segunda es la fase lútea que comienza con la 
formación del cuerpo lúteo del folículo que ovuló y secreta hormonas (progesterona) que 
transforman el endometrio de proliferativo a secretor con el fin de recibir al posible 
embrión en caso de embarazo. Si no hay embarazo el cuerpo lúteo no recibe la señal 
embrionaria de la hormona gonadotropina coriónica humana (hCG), lo que conduce a la 
lisis del cuerpo lúteo con la consecuente caída de la producción de progesterona. La 
caída brusca de esta hormona afecta el endometrio produciendo la menstruación y se 
inicia un nuevo ciclo menstrual. Los cambios cíclicos del endometrio durante el ciclo 
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menstrual están representados por las fases proliferativa, secretora y menstrual (Ross, 
2008). 
 
 
1.2.1. Fase proliferativa 
 
     Se produce al mismo tiempo que la maduración del folículo, ocurre entre los días 1-
14 del ciclo menstrual. Es regulada por estrógenos, los cuales estimulan principalmente 
la proliferación de las células epiteliales y del estroma, incluyendo los vasos del 
endometrio, hay un aumento en la síntesis de ADN y mayor cantidad de mitosis.  
     Se inicia con la menstruación, no sufre grandes cambios que permitan distinguir sub 
etapas entre inicial, media y tardía. Sin embargo, una descripción de la progresión 
morfológica de la fase proliferativa inicial incluye glándulas pequeñas, rectas, con lumen 
estrecho, separadas entre sí, existiendo una mínima actividad mitótica y núcleos grandes, 
el estroma es compacto y se puede encontrar ocasionales figuras mitóticas. 
     En la fase proliferativa media se reconoce una superficie epitelial columnar, 
glándulas más tortuosas, aumento variable de edema estromal, numerosas figuras 
mitóticas en células del estroma y epiteliales. Durante la fase proliferativa tardía la 
superficie presenta glándulas tortuosas que muestran crecimiento activo y 
pseudoestratificación del epitelio, estroma moderadamente denso y mitóticamente activo 
(Noyes. R, 1950). 
 
 
1.2.2. Fase secretora 
 
     Concuerda con la actividad del cuerpo lúteo y es regulada principalmente por 
progesterona, la cual estimula secreción del epitelio glandular y algunos cambios 
estromales, los cuales tienen como finalidad preparar al endometrio ante una eventual 
fecundación del óvulo.  
     En esta fase del ciclo ocurren cambios representativos que permiten subdividir esta 
etapa en tres: la primera es la fase secretora inicial que incluye un endometrio de 
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intervalo en el que se reconocen vacuolas subnucleares, glándulas con núcleos alargados 
y pseudoestratificados, al finalizar esta etapa la vacuolización es supranuclear y los 
núcleos se acercan a la base de la célula. Posteriormente en la fase secretora media cesa 
la actividad mitótica mientras que la secreción luminal es máxima, las arterias 
espiraladas se hacen más prominentes, ocurre predecidualización de los dos tercios 
superiores de la capa funcional y el edema estromal es máximo. En la fase secretora 
tardía la pseudodecidua empieza a diferenciarse bajo el epitelio superficial, el estroma 
esponjoso aun es edematoso, salvo por las zonas cercanas a las arterias espiraladas, la 
infiltración de leucocitos acompaña la diferenciación predecidual la cual se solidifica, la 
secreción intraluminal es espesa, el proceso culmina con la fragmentación del 
endometrio, colapso del estroma y fondo necrótico (Noyes. R, 1950). 
 
 
1.2.3. Fase menstrual 
 
     Ocurre cuando se degenera el cuerpo lúteo y disminuye la producción de hormonas 
ováricas. La capa funcional del endometrio se disocia y descama, a continuación se 
inicia un proceso de regeneración del tejido. 
 
 
 
1.3. Síndrome de ovario poliquístico (SOP) 
 
     Es el desorden endocrino más frecuente en mujeres en edad reproductiva, es un 
síndrome de disfunción ovárica caracterizado principalmente por anovulación, 
hiperandrogenismo y morfología de ovario poliquístico. Sus manifestaciones clínicas 
pueden incluir irregularidades menstruales, hiperandrogenismo y obesidad. Además se 
asocia a un mayor riesgo de diabetes tipo 2, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, 
hipertensión arterial y síndrome metabólico (Fertility and Sterility, 2004). La histología 
del SOP se caracteriza por un aumento de folículos preantrales y antrales pequeños y un 
mayor reclutamiento folicular. Esta situación se acompaña además, de una detención del 
proceso de selección folicular, lo que explica la ausencia de ovulación. 
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1.3.1. Criterios diagnósticos 
 
     Debido a la relevancia clínica y metabólica del hiperandrogenismo, el exceso de 
andrógenos y SOP, se postula el exceso de andrógenos como una característica central 
de la enfermedad y SOP debe ser definido por la presencia de hiperandrogenismo 
(clínico y/o bioquímico) en combinación con la disfunción ovárica (oligoanovulación 
y/o ovarios poliquísticos), con la exclusión de criterios relacionados con otros trastornos 
hiperandrogénicos. Al tratarse de un síndrome debe considerarse más de un criterio para 
su diagnóstico clínico (tabla 1) (International Journal of Women’s Health, 2015). 
 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los criterios de Rotterdam son los que actualmente se utilizan para el diagnóstico del 
SOP. 
 
 
 
Tabla 1: Criterios diagnósticos para síndrome de ovario poliquístico 
 
Criterios de 1990 (NIH): 
1.- Anovulación crónica. 
2.- Signos químicos o bioquímicos de hiperandrogenismo y exclusión de 
otras etiologías. 
Revisión de criterios 2003 (Rotterdam): 
1.- Oligo o anovulación. 
2.- Signos químicos o bioquímicos de hiperandrogenismo. 
3.- Ovarios poliquísticos en la ecografía transvaginal (OP) y exclusión de 
otras etiologías (hiperplasia adrenal congénita, tumores secretores de 
andrógenos, síndrome de Cushing, hiperprolactinemia, hipotiroidismo. 
 Consenso de Rotterdam para SOP, 2003. Fertility and Sterility 2004. 
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1.3.2. Fenotipo 
 
     De acuerdo a la definición del SOP (ESHRE-ASRM Rotterdam) es posible 
identificar diferentes fenotipos del SOP. 
     En base a los criterios de Rotterdam existen 4 fenotipos de SOP (A, B, C, D) de los 
cuales A y B son considerados SOP “clásicos” (Tabla 2) porque incluyen 
hiperandrogenismo  y anovulación. Los fenotipos B y D han incrementado el espectro 
clínico del SOP, pero al no presentar anovulación (C) o hiperandrogenismo (D) 
características centrales del síndrome su impacto en las alteraciones metabólicas del 
SOP es diferente (Pérez. A, 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los fenotipos SOP, varían a través del tiempo de vida; por lo tanto, los cambios en la 
función ovárica y en la regulación metabólica podrían modificar la expresión de la 
enfermedad y desempeñar un papel en la morbilidad del síndrome durante la edad 
reproductiva tardía y la menopausia (International Journal of Women’s Health,2015). 
 
 
1.3.3. Patogénesis 
 
     La etiología y fisiopatología del SOP no se conoce en detalle, pero se sabe que 
existen tres tipos de alteraciones interrelacionadas entre sí: una disfunción 
Tabla 2: Criterios del consenso de Rotterdam 2003 (Pérez. A, 2014). 
Fenotipo Criterios 
 
A 
1.- Oligoamenorrea 
2.- Hiperandrogenismo clínico o de laboratorio 
3.- Ecografía con OP 
 
B 
1.- Oligoamenorrea 
2.- Hiperandrogenismo clínico o de laboratorio 
 
C 
1.- Hiperandrogenismo clínico o de laboratorio 
2.- Ecografía con OP 
 
D 
1.- Oligoamenorrea 
2.- Ecografía con OP 
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neuroendocrina (hipersecreción de LH), un trastorno metabólico (resistencia a la insulina 
e hiperinsulinemia) y una disfunción de la esteroidogénesis y de la foliculogénesis 
ovárica que se traduce en hiperandrogenismo y anovulación (Pérez. A, 2014).  
 
 
1.3.4. Complicaciones metabólicas y mitogénicas 
 
     Las posibles consecuencias  del síndrome de ovario poliquístico se resumen en esta 
tabla (tabla 3). 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3: Implicancias del síndrome de ovario poliquístico - modificada de 
Norman. R, 2007. 
  Prenatal o niñez 
Adolescencia y edad 
reproductiva Postmenopausia 
Reproductivo 
Adrenarquia 
prematura Irregularidad menstrual  
 
  
 
Hirsutismo 
Acné 
Infertilidad 
Hiperplasia y Cáncer 
endometrial 
Aborto  
  
Complicaciones del 
embarazo 
Metabólico 
Crecimiento fetal 
anormal 
Obesidad Obesidad 
  
Intolerancia a la glucosa 
Intolerancia a la 
glucosa 
Resistencia a la insulina 
Resistencia a la 
insulina 
  Dislipidemia Dislipidemia 
  Diabetes tipo 2 Diabetes tipo 2 
Cáncer 
endometrial 
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1.3.4.1. Asociación con la hiperplasia endometrial y el cáncer de endometrio 
 
     Se sugirió una asociación entre el síndrome de ovario poliquístico (SOP) y el 
carcinoma de endometrio por primera vez en 1949. Hay un aumento de la prevalencia de 
hiperplasia endometrial y carcinoma en mujeres con síndrome de ovario poliquístico que 
se atribuye en gran medida a la estimulación persistente de tejido endometrial por el 
estrógeno sin la inhibición de la proliferación y diferenciación de endometrio secretor 
inducido por progesterona, que se produce después de la ovulación (Ehrmann. D, 2005). 
 
     La hiperplasia endometrial es una proliferación de glándulas endometriales de 
tamaño y forma irregular, con un aumento de la razón glándula/estroma. Con base en la 
apariencia, aglomeración y la presencia de atipia en el epitelio glandular, se clasifica en: 
hiperplasia simple; presenta cambios arquitectónicos en las glándulas de diversos 
tamaños, con mínimos cambios en la complejidad y densidad glandular y abundante 
estroma entre las mismas, el epitelio superficial es pseudoestratificado con ocasionales 
figuras mitóticas y ausencia de atipia nuclear. Hiperplasia compleja; existe incremento 
en el número y tamaño de las glándulas endometriales, que lucen apiñadas de forma 
irregular y con mínimo estroma interpuesto en ellas. Hiperplasia atípica; caracterizada 
por un aumento en la estratificación con dispolaridad celular, núcleos hipercromáticos, 
nucléolo prominente, cromatina de aspecto grumoso e incremento de la razón 
núcleo/citoplasma. La presencia de atipia celular es el factor pronóstico más importante 
para la progresión a carcinoma endometrial (Ernesto García Ayala, 2010). 
 
     La hiperplasia leve o simple es el tipo más común. Tiene bajo riesgo de volverse 
cancerosa, se transforma en cáncer en aproximadamente 8% de los casos si no es tratada 
y es posible que desaparezca por sí sola después del tratamiento con terapia hormonal 
que utiliza principalmente progesterona, la cual desacelera el crecimiento de las células 
del cáncer endometrial. Mientras que la hiperplasia “atípica” puede derivar en cáncer 
hasta el 29% de los casos (Sociedad Americana Contra El Cáncer, 2015).  
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     El cáncer de endometrio es uno de los cánceres más prevalentes, y en Chile ocupa el 
tercer lugar de las neoplasias malignas ginecológicas, después del cáncer de mama y 
cuello uterino (Orellana R et al, 2013). 
 
     La naturaleza multifactorial de SOP y su heterogeneidad (diversos fenotipos) hace 
que sea difícil reconocer los factores de riesgo asociados con el desarrollo de la 
hiperplasia y el carcinoma endometrial. La presencia de diferentes fenotipos 
efectivamente pueden impactar de manera distinta en el desarrollo del endometrio y 
hacer confuso el análisis que vincula al SOP con la hiperplasia de endometrio y el 
cáncer. (Villavicencio A, 2005). Sin embargo, la exposición a la acción de los 
estrógenos en ausencia de la acción reguladora de la progesterona producto de ciclos 
anovulatorios y la obesidad, son parte de las características clínicas del SOP que se han 
descrito como factores en el aumento de lesiones precursoras de endometrio, al igual que 
del adenocarcinoma endometrial. 
 
 
1.3.4.2. Obesidad 
 
     Los ovarios producen la mayor parte del estrógeno de la mujer, pero el tejido adiposo 
puede convertir andrógenos en estrógenos. El exceso de tejido adiposo puede aumentar 
los niveles estrogénicos de la mujer, lo que incrementa su riesgo de cáncer endometrial. 
En comparación con las mujeres que mantienen un peso saludable, el cáncer endometrial 
es dos veces más común en las mujeres con sobrepeso, y tres veces más común en las 
mujeres obesas (Del Castillo Tirado F, 2014). 
 
 
1.3.4.3. Intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 2 
 
     De 30% a 40% de las mujeres con SOP tienen intolerancia a la glucosa, y hasta el 
10% tienen diabetes tipo 2 en su cuarta década. El cáncer endometrial puede ser cuatro 
veces más común en mujeres con diabetes. La diabetes es más común en las personas 
que tienen sobrepeso, aunque incluso las diabéticas que no están sobrepeso tienen un 
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mayor riesgo de cáncer endometrial.Un defecto en la vía de señalización de la insulina 
parece estar presente tanto en el adipocito y el músculo esquelético, los tejidos diana 
primarios de acción de la insulina por sí solos no pueden explicar completamente la 
predisposición y el desarrollo de la diabetes tipo 2 en pacientes con el síndrome de 
ovario poliquístico (Ehrmann. D, 2005).  
 
 
1.3.4.4. Asociación  con Infertilidad 
 
     La infertilidad en la mayoría de las pacientes con SOP resulta de la ausencia de la 
ovulación. 
     Las mujeres con SOP pueden lograr embarazo por el uso de medicamentos de 
inducción de la ovulación. Las mujeres con síndrome de ovario poliquístico tienen 
mayor riesgo de complicaciones del embarazo. (International Journal of Women’s 
Health, 2015). 
     Con base en lo expuesto anteriormente, resulta importante evaluar el endometrio de 
las mujeres con SOP en comparación con los endometrios de mujeres fértiles con ciclos 
regulares en relación a la proliferación celular y la expresión de otros genes y productos 
de genes regulados por estradiol y vinculados con el desarrollo anormal del endometrio 
y la progresión al cáncer de endometrio. 
 
 
 
1.4. Marcadores de proliferación celular 
 
 
1.4.1. Receptor de estradiol (ER) 
 
     Miembro de la familia de factores de transcripción activados por ligando, contienen 
dominios de unión a ADN y de unión a ligando y está implicado críticamente en la 
regulación de la función normal de los tejidos reproductivos, se localiza en el núcleo y 
puede ser activado diferencialmente por diversos ligandos. Las interacciones receptor-
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ligando desencadenan una cascada de eventos, incluyendo la disociación de proteínas de 
choque térmico, la dimerización del receptor, la fosforilación y la asociación de la 
hormona del receptor activado con elementos reguladores específicos de genes diana 
(Totta P, 2014). 
 
 
1.4.2. Ki-67 
 
     Ki-67 es una proteína nuclear, y han sido identificadas dos isoformas de 345 y 395 
kDa. Se expresa preferentemente durante todas las fases activas del ciclo celular (fases 
G1 tardía, S, G2 y M), mientras que en células en fase G0 esta proteína no se detecta. 
     En la fase G1 se localiza en la región perinucleolar y en las fases posteriores se 
detecta en todo el interior nuclear, siendo localizada predominantemente en la matriz 
nuclear. Ki-67 se degrada rápidamente cuando la célula entra en un estado no 
proliferativo, y parece no haber ninguna expresión durante el proceso de reparación del 
ADN (Belkin S, 2010). 
 
 
1.4.3. β-catenina 
 
     Las cateninas, α, β y γ, son proteínas que se unen al extremo conservado de E-
cadherina en el citoplasma. Juntos, los complejos catenina / cadherina juegan un papel 
importante mediando la adhesión celular. 
     β-catenina se ha encontrado en complejos con la proteína supresora de tumores APC, 
y también es parte del complejo de señalización del sistema Wnt, recientemente 
descubierto. Este sistema cumple funciones importantes en el desarrollo del tracto 
reproductivo durante la embriogénesis y en la homeostasis de las células endometriales. 
La sobreexpresión y activación de β-catenina; sin embargo está relacionada con la 
malignización de las células endometriales. La activación de β-catenina implica 
sobreexpresión y translocación al núcleo. En el endometrio humano es regulada por 
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estradiol e inhibido en la fase secretora por acción de progesterona (Hsien-Chang Shih et 
al, 2004). 
     Se ha descrito el sistema Wnt-β-catenina en el endometrio en el ciclo menstrual, su 
localización es en el citoplasma de las células epiteliales y estromales. Parece haber 
mayor expresión en la fase proliferativa y una regulación negativa en la fase secretora en 
los ciclos menstruales normales de mujeres fértiles (Wang Y et.al, 2009). 
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CAPÍTULO II 
 
 
 
2.1. Hipótesis:  
 
     La expresión de β-catenina y la proliferación celular es diferente en los endometrios 
de mujeres con SOP en comparación con endometrios de mujeres fértiles con ciclos 
menstruales regulares.  
 
 
2.2. Objetivo general:  
 
    Analizar la expresión de los marcadores de proliferación celular: β-catenina y Ki-67 
en células endometriales de mujeres con ciclos menstruales regulares normales y 
mujeres con SOP. Adicionalmente determinar la expresión del receptor de estradiol 
alpha. 
 
 
2.3. Objetivos específicos: 
 
1.- Determinar la localización de β-catenina, Ki-67 y ER mediante IHQ en endometrio 
normal y con SOP.  
2.- Determinar la localización de β-catenina mediante IF en endometrio normal y con 
SOP. 
3.- Determinar los niveles de mRNA de β-catenina mediante PCR en tiempo real en 
células epiteliales endometriales de mujeres fértiles con ciclos regulares normales y SOP 
obtenidas mediante microdisección celular con láser (LCM). 
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CAPÍTULO III 
 
 
 
3.1. Técnica y método de trabajo 
 
 
3.1.1. Inmunohistoquímica (IHQ) 
 
     La IHQ se basa en la detección de biomarcadores en el tejido mediante el uso de 
anticuerpos específicos (Kiernan, 2008). La parte del antígeno que se une al anticuerpo 
se conoce como epítopo y su sitio de combinación es el paratopo, se unen a través de la 
formación de enlaces no covalentes, enlaces de hidrógeno, fuerzas electrostáticas, de 
Van der Waals e hidrófobas (Rodríguez. M, 2008). 
     Se realiza en forma paralela controles positivos y negativos para testear la 
especificidad del anticuerpo y comprobar la fidelidad de la reacción (Taylor. C, 2013). 
 
 
3.1.2. Inmunofluorescencia (IF) 
 
     La IF es una técnica ampliamente utilizada en investigación y diagnóstico clínico, 
cuyas aplicaciones incluyen la evaluación de células en suspensión, células cultivadas, 
tejido y microarrays para la detección de proteínas específicas y se realiza casi siempre 
en tejido congelado. 
     En IF, los anticuerpos se conjugan químicamente a los colorantes fluorescentes tales 
como isotiocianato de fluoresceína (FITC), o isotiocianato de tetrametil rodamina 
(TRITC), y se unen (directamente o indirectamente) al antígeno de interés, permitiendo 
su detección a través de técnicas de fluorescencia (Robinson. J, 2009). La IF indirecta 
emplea en un primer paso un anticuerpo específico no marcado y luego un segundo 
anticuerpo marcado con el correspondiente fluorocromo, que reacciona de forma 
específica con el anticuerpo primario (García del Moral, 1993).  
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     Si bien se trata de una técnica muy sensible presenta inconvenientes como la falta de 
permanencia de la fluorescencia, por esta razón es necesario fotografiar la reacción. La 
visualización se realiza con un microscopio de fluorescencia (Robinson. J, 2009). 
 
 
3.1.3. Microdisección celular con láser (LCM) 
 
     LCM es una técnica para aislar poblaciones de células altamente puras a partir de una 
sección de tejido heterogéneo, preparación citológica, o cultivo celular a través de la 
visualización directa de las células. 
     Hay dos clases generales de LCM: sistemas de captura infrarrojos (IR) y sistemas de 
corte con radiación ultravioleta (UV). Los componentes principales de la tecnología de 
microdisección por láser son (a) la visualización de las células de interés a través de 
microscopía, (b) la transferencia de energía láser a un polímero termolábil con la 
formación de un material compuesto de polímero (sistema de IR) o foto volatilización de 
las células que rodean una área seleccionada (sistema UV), y (c) la eliminación de las 
células de interés de la sección de tejido heterogéneo. LCM es compatible con una 
variedad de tipos de tejidos, métodos de tinción celular y protocolos de preservación de 
tejido que permiten microdisección tanto tejidos congelados como fijados los cuales 
pueden ser diseccionados con éxito. (Espina et al, 2006). 
 
     Después de la visualización directa de las células de interés, se utilizan pulsos de 
láser para activar una película de polímero termoplástico, de acetato de vinilo de etileno, 
que se expande y rodea las células de interés, este material puede ser levantado de la 
diapositiva, microdiseccionando eficazmente las células de interés de la sección de 
tejido. La morfología celular exacta de las biomoléculas obtenidas, permanecen intactas 
y unidas al polímero. 
     Las biomoléculas que pueden ser analizadas por LCM son ADN, ARN y proteínas, 
las cuales se pueden visualizar directamente al microscopio (Domazet et al, 2008) 
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     Se trata de una técnica que permite establecer una correlación exacta entre las 
características citológicas e histopatológicas de los especímenes y los resultados de los 
análisis genéticos y moleculares (Wistuba. I, 2001).  
 
 
3.1.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
     Es una técnica extremadamente sensible capaz de amplificar una copia de segmento 
de DNA molde y su especificidad depende de la temperatura empleada en la hibridación 
(mientras mayor la temperatura, mayor la especificidad de la reacción).  
 
     Dada la naturaleza de este procedimiento, es posible que cantidades traza de ADN 
contaminante sirvan de ADN molde, lo que provocaría la amplificación de un ácido 
nucleico distinto del diana (falsos positivos). Resulta fundamental realizar la 
amplificación por PCR en un entorno libre de ADN, siempre debe realizarse un control 
negativo que contenga todos los componentes de la reacción excepto el ADN molde, y 
un control positivo que se haya utilizado con éxito en PCR anteriores. 
 
     Existen muchas variantes de la PCR convencional, como son la PCR en tiempo real o 
PCR cuantitativa (que permite cuantificar la cantidad de producto amplificado) o la PCR 
por transcripción inversa (mediante la cual se obtiene una copia de DNA 
complementario, cDNA, utilizando como molde ácido ribonucleico, RNA) (Pérez de 
Castro. A, 2011). 
 
     Las técnicas de PCR se han hecho indispensables para muchos procedimientos 
comunes, como la clonación de fragmentos específicos de ADN, la detección e 
identificación de genes para diagnóstico y medicina legal, y en la investigación de 
modelos de expresión de los genes. Más recientemente, la PCR ha permitido la 
investigación de nuevos campos, como el control de la autenticidad de los alimentos 
(Somma. M, 2007). 
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3.2. Metodología 
 
 
3.2.1. Tipo de estudio 
 
     En este proyecto de investigación se realizó un estudio observacional experimental 
retrospectivo. 
 
 
3.2.2. Intervención 
 
     Biopsia de endometrio obtenida durante la fase proliferativa del ciclo menstrual. 
 
 
3.2.3. Tamaño de la muestra 
 
Se incluyeron 6 biopsias de endometrio normal en fase proliferativa y 6 biopsias de 
endometrio de mujeres con SOP, 3 hiperplasias de endometrios SOP (tabla 4). Con el fin 
de comprobar si β-catenina es regulada por progesterona en el ciclo menstrual se 
utilizaron 3 endometrios en fase secretora media. 
 
Tabla 4: Muestras de endometrio 
Biopsias (clave) Dating  Biopsias (clave) Dating 
C6-14 Control proliferativo 11407 Proliferativo SOP 1 
C11-15 Control proliferativo PCO1-15 Proliferativo SOP 1 
C12-10 Control proliferativo SOP4-15 Proliferativo SOP 1 
C5-14 Control proliferativo 12-9666-1 Hiperplasia simple con 
atipia 
11745 Control proliferativo 14-7461 Hiperplasia simple sin 
atipia 
C17-15 Control proliferativo 12262 Hiperplasia simple con 
atipia 
11746 Proliferativo SOP 1 3430-02 Secretor medio 
11793-09 Proliferativo SOP 1 3013-01 Secretor medio 
11733 Proliferativo SOP 4 3095-02 Secretor medio 
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3.2.4. Lugar de realización 
 
     Esta unidad de investigación se llevó a cabo bajo el marco del Proyecto FONDECYT 
N° 1140688. Se dispuso de las instalaciones del Instituto de Investigación Materno 
Infantil (IDIMI), Facultad de Medicina Universidad de Chile, ubicado en las 
dependencias del Hospital Clínico San Borja-Arriarán en Av. Santa Rosa 1234 2º piso. 
 
 
3.2.5. Obtención de muestras 
 
     Las muestras se obtuvieron de pacientes que consultaron por patología ginecológica 
benigna en el policlínico del Hospital San Borja Arriarán, reclutadas durante el primer 
año de ejecución del proyecto Fondecyt 1140688.  
 
 
 
3.2.5.1. Para los controles 
 
     Mujeres fértiles con ciclos regulares que tuvieron esterilización quirúrgica por 
multiparidad. Se obtuvieron las biopsias de endometrio en fase proliferativa con una 
cánula Pipelle de Cornier (Pipelle Mark II, Laboratoire CCD, Francia), la cual se 
transportó rápidamente en frío al laboratorio en un tubo Falcon rotulado en condiciones 
estériles a 4°C. La muestra se colocó en una placa Petri esterilizada que contiene tampón 
fosfato salino 0.01M pH 7.4 (PBS) para retirar restos de desechos y sangre, luego se 
cortó en trozos de 3 a 5 mm máximo de espesor con un bisturí estéril y se obtuvieron 
distintas porciones de tejido destinados a diferentes estudios. Un trozo de endometrio fue 
impregnado en OCT y cortado inmediatamente en el criostato a -25ºC, los portaobjetos 
con los cortes congelados se almacenaron a -80ºC hasta su uso para el estudio con LCM. 
Otro trozo de la muestra se fijó en formalina tamponada al 10%, se procesó y tiñó para 
el análisis histológico realizado por el patólogo, quién determinó si se trataba de un 
endometrio proliferativo dependiendo del día del ciclo menstrual en que se encontraba 
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según los criterio de Noyes, o si se trataba de una hiperplasia endometrial, según la 
clasificación de tumores de la OMS.  
 
 
3.2.5.2. Para las mujeres con SOP 
 
Pacientes con diagnóstico de SOP que acudieron a su evaluación por infertilidad.  
 
 
 
3.3. Criterios de estudio 
 
 
3.3.1. Criterios de inclusión 
 
     Los criterios de inclusión que fueron considerados para la participación de pacientes 
en este estudio fueron: mujeres en edad reproductiva con ciclos menstruales regulares y 
menores de 42 años, sin tratamientos hormonales. 
 
 
3.3.2. Criterios de exclusión 
 
     Mujeres con tratamiento hormonal o farmacológico, con antecedentes de enfermedad 
inflamatoria pélvica, endometriosis y con antecedentes de patologías sistémicas o del 
tracto reproductivo. 
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3.4. Protocolos 
 
 
3.4.1. Protocolo de IHQ para tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina. 
 
     Para realizar esta técnica se utilizaron muestras de tejido endometrial normal y otras 
con SOP, ambas en fase proliferativa. Los tejidos fueron fijados en formalina tamponada 
al 10% e incluidos en parafina, luego se cortaron en un micrótomo de rotación (Leica, 
RM2125RTS) con un grosor de 3 a 4 micras. Los cortes se secaron en estufa a 60°C por 
45 minutos y se desparafinaron con dos cambios de xilol por 10 minutos cada uno, 
etanol absoluto por 6 minutos, etanol 95% por 6 minutos, etanol 75% por 6 minutos, 
agua destilada por 5 minutos y luego PBS 1X por 6 minutos. Se procedió a la 
recuperación antigénica en solución de Buffer Citrato de Sodio 10mM, pH 6.0, por 7 
minutos a una temperatura de 120°C (Retriever 2100, Prestige Medical, Inglaterra), 
posteriormente se lavaron en PBS 1X por 6 minutos. 
     Para el bloqueo de peroxidasas endógenas, se trataron los cortes durante 30 minutos 
con una solución de H2O2 al 5% (Merck, Darmstadt, Alemania, 2.5 ml) en metanol 
absoluto (Merck, Darmstadt, Alemania, 47.5 ml) a temperatura ambiente, luego se 
lavaron con PBS 1X por 5 minutos, se continuó con el bloqueo de las proteínas con la 
solución 1A (solución bloqueante con suero, Kit Invitrogen™Life Technologies, USA) 
por 30 minutos en cámara húmeda, luego sin lavar se incubó con anticuerpo primario 
(tabla 5) diluido en PBS 1X por 18 horas en pieza fría a 4°C. 
     Terminada la incubación se retiró el anticuerpo primario y se lavó tres veces con PBS 
1X por 5 minutos, entonces se incubó el anticuerpo secundario biotinilado (solución 1B 
Kit Invitrogen™Life Technologies, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente, 
después se lavó tres veces con PBS 1X por 5 minutos seguido de la incubación del 
conjugado enzimático estreptavidina-peroxidasa (solución 2 Kit Invitrogen™ Life 
Technologies, USA) por 20 minutos en cámara húmeda, se lavó 3 veces con PBS 1X por 
5 minutos cada uno, el revelado de la reacción se hiso con el cromógeno DAB (Immpact 
DAB™, Vector Laboratories, USA).Se realizó el contraste nuclear con hematoxilina de 
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Harris (Merck, Alemania). Finalmente se llevaron los tejidos a una batería de 
deshidratación compuesta por alcoholes ascendentes (70º, 95º, 100º) y se aclaró en dos 
cambios de xilol, se montaron las láminas con medio de montaje entellán (Merck, 
Alemania) para la posterior observación al microscopio de luz (Olympus BX5, Tokio, 
Japón). El control negativo se realizó omitiendo el primer anticuerpo. 
 
 
Tabla 5:Anticuerpos utilizados en IHQ 
Anticuerpo Laboratorio Especie Dilución 
β-catenina (E-5) Santa Cruz Biotechnology, CA, USA Ratón 1:500 
RE (D-12)  Santa Cruz Biotechnology, CA, USA Ratón 1:100 
Ki-67 (ab15580) Abcam Inc ®, Cambridge, USA Conejo 1:500 
 
 
     Para cuantificar el valor de la intensidad de la inmunotinción se utilizó el software de 
análisis de imágenes (ImageJ 1.43j, Instituto Nacional de Salud, Bethesda, Maryland, 
EE.UU.), mediante un análisis cuantitativo D-HSCORE en el componente glandular del 
endometrio.  
 
     Se calculó la intensidad de diaminobencidina (DAB) según la fórmula [f = 255 – i], 
donde f = intensidad final de DAB, i = intensidad media DAB obtenida a partir del 
software; i va de 0 (cero = color marrón oscuro, la mayor expresión) a 255 (blanco total) 
(Fuhrich et al, 2013). 
 
Se realizaron los siguientes pasos para análisis de imagen: 
 
- En un área vacía se analizaron los canales RGB con un histograma de color. Los 
valores RGB deben ser similares y cercanos a 255. 
- Si no son similares, la imagen se ajusta restando el fondo con el comando "Eliminar 
fondo" en el menú archivo. 
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- Se seleccionó la región de interés [ROI], en este caso, las glándulas endometriales, y 
con la función "pincel", se ajustó el tamaño del pincel de acuerdo con el espesor de la 
glándula endometrial. Luego se guardó el archivo de inversión obtenido y fue 
almacenado en un archivo (ROI Manager) en el disco duro del computador. 
- El área digitalizada se trabajó con el plug-in "deconvolución de color" utilizando el 
vector H/DAB donde se separó la tinción de hematoxilina y DAB en capas distintas. 
Posteriormente se seleccionó la capa de DAB, y se superpuso en la imagen el archivo de 
ROI.  
- A partir de esta imagen el software calculó el área en mm2, la media y la mediana de 
intensidad de DAB, que van desde 0 (negro) a 255 (blanco total). 
 
     Es un método más fiable y menos subjetivo para cuantificar, puede ser aplicado a 
cualquier resultado inmunohistoquímico que utilice DAB, sin necesidad de formación 
experta en el uso de los métodos subjetivos del HSCORE. 
 
 
3.4.2. Protocolo inmunofluorescencia 
 
     Los portaobjetos con el tejido se secaron en la estufa a 60°C por 45 minutos, 
finalizado este tiempo los cortes fueron desparafinados en una batería compuesta por dos 
cambios de xilol por 10 minutos cada uno, un etanol absoluto por 6 minutos, etanol 95% 
por 6 minutos, etanol 75% por 6 minutos, seguido de agua destilada por 5 minutos y 
luego PBS 1X 6 minutos. Al terminar el proceso de desparafinado se realizó la 
recuperación antigénica en Citrato de sodio 10mM a pH 6.0 en copling de retriever por 7 
minutos a 120°C, luego se lavó dos veces en PBS 1X 5 minutos cada uno. Entonces se 
bloquearon las uniones inespecíficas con una solución PBS/BSA 2% por 1 hora. Se 
incubó el anticuerpo primario (tabla 6) por toda la noche a 4°C , luego se lavó tres veces 
en PBS 1X durante 5 minutos cada uno y posteriormente se incubó con anticuerpo 
secundario (F(ab')2-Goat anti-Mouse IgG / IgM (H+L)-Alexa Fluor® 488, (Life 
Technologies) por 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad, se lavó 5 veces en PBS 
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1X 5 minutos cada lavado y se agregó 1 gota de PROLONG (DAPI/montaje, 4°C). La 
inmunolocalización de las proteínas pudo ser visualizada en un microscopio de 
fluorescencia Olympus BX51 (Tokio, Japan). El control negativo se realizó omitiendo el 
primer anticuerpo. 
 
Tabla 6: Anticuerpos utilizados en IF 
Anticuerpo Laboratorio Especie Dilución 
β-catenina Santa Cruz Biotechnology, CA, USA Ratón 1:200 
 
 
3.4.3. Procesamiento de tejidos congelados para LCM 
 
 
3.4.3.1. Cortes de tejidos congelados para LCM  
 
     Se comenzó enfriando el criostato Leica CM15105 (Wetzlar, Alemania) a -25ºC, 
después se agregó una capa de OCT en el porta muestra y se dejó el trozo de tejido en el 
centro, luego se cubrió todo el tejido con OCT y se dejó secar (dentro del criostato). Los 
cortes de 10 μm fueron realizados con navajas y depositados en portaobjetos silanizados, 
posteriormente fueron teñidos y deshidratados inmediatamente, o guardados en una 
cajaa -80ºC para su posterior uso. 
 
 
3.4.3.2 Tinción de tejidos congelados para LCM  
 
     Se utilizó el kit de tinción Applied Biosystems® Arcturus® HistoGene® LCM 
Frozen Section Staining, en seguida los portaobjetos guardados en la caja a -80ºC se 
descongelaron por no más de 1 minuto y fueron llevados a un copling con etanol 75% 
por 30 segundos, luego agua destilada libre de nucleasas 30 segundos, luego se aplicó la 
solución de tinción HistoGene por 30 segundos, se lavaron en agua destilada libre de 
nucleasas 30 segundos y se llevaron a etanol 75%, 95%, 100% y xilol por 30 segundos 
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cada uno. Finalmente se secaron a temperatura ambiente por 3 minutos, entonces fueron 
puestos en un desecador al vacío y llevados al microdisector. 
 
 
3.4.3.3. Microdisección celular con láser  
 
     Se capturó la glándula endometrial con el microdisector Arcturus XT (Applied 
Biosystems, CA, USA) para aislar las poblaciones celulares del compartimento epitelial 
del endometrio (la microdisección se realizó con la activación de un rayo láser de 
potencia de 50 mV, con aumento de 10x y un grosor medio del láser). El tejido 
microdiseccionado fue capturado en un Macrocap (AppliedBiosystems, CA, USA), a 
continuación se realizó la extracción de RNA con el Kit Picopure (Applied Biosystems, 
CA, USA). 
 
 
3.4.4. Extracción de RNA  
 
     El Cap se insertó en un tubo de microcentrifuga de 0.5 ml al cual se le agregó 50μl de 
buffer de extracción (XB) (Picopure, Applied Biosystems, CA, USA) y se invirtió para 
que toda la muestra quedara en contacto con XB. Luego se incubó en una estufa en 
agitación a 42ºC por 30 minutos. Después se centrifugó a 2400 rpm por 3 minutos a 
temperatura ambiente, terminado este proceso se eliminó el Cap, mientras que el tubo de 
microcentrifuga mantuvo el extracto celular necesario para seguir con el protocolo. 
Dicho tubo fue almacenado a -80ºC para luego continuar con el aislamiento de RNA. 
 
 
3.4.4.1. Aislamiento de RNA  
 
     Para comenzar se agregó 250 μl de buffer de condicionamiento (CB) (Picopure, 
Applied Biosystems, CA, USA) en la membrana de la columna, luego se incubó por 5 
minutos a temperatura ambiente, después se incubó la columna a 16000 rcf por 1 minuto 
y se adicionó 50μl de etanol de 70%  en un tubo de microcentrifuga con el extracto 
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celular (extracción de RNA), la mezcla anterior fue agregada a la columna. Para que el 
RNA se uniera a la columna se centrifugó a 100 rcf por 2 minutos, seguido de una 
centrifugación a 16000 rcf por 30 segundos. Después se agregó 100μl de buffer de 
lavado 1 (W1) en la columna a 8000 rcf por 1 minuto y luego 40μl de Mix DNasa por 
columna (5μlDNasa + 35μl buffer RDD), se incubó por 15 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación se agregó 40μl de W1, se centrifugó a 8000 rcf por 15 
segundos y se agregó 100μl de buffer de lavado 2 (W2) en la columna y se centrifugó a 
8000 rcf por 1 minuto, posteriormente fueron agregados otros 100μl de buffer de lavado 
2 (W2) en la columna y se centrifugó 2 veces a 16000 rcf por 2 minutos. La columna fue 
transferida a un nuevo tubo de microcentrifuga de 0,5 ml y se agregó 11μl de buffer de 
elución (EB) sobre la membrana de la columna. Se incubó la columna por 1 minuto a 
temperatura ambiente y se centrifugó a 1000 rcf por 1 minuto para distribuir el EB, y 
nuevamente se centrifugó a 16000 rcf por 1 minuto para eluir el RNA.  
 
     Se determinó la concentración de RNA total (ng/uL) por espectrofotometría a 260 nm 
y 280 nm respectivamente (Nanodrop 2000c spectrophotometer, Wilmington, USA).  
 
 
3.4.4.2. Síntesis de cDNA 
 
     El DNA complementario (cDNA) fue sintetizado a partir del RNA total (78 ng) 
utilizando el Super Script ® III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen 
Life Technologies, EEUU). En un tubo estéril se mezcló el RNA extraído, los partidores 
(tabla 7), H2O-DEPC y los dNTPs en un volumen total de 10 μl y fueron llevados a un 
termociclador (Master Cicler gradient, Eppendorf, Hamburg, Germany), donde se 
realizó una denaturación a 65ºC por 5 minutos. Se colocaron los tubos en hielo por 1 
minuto y se preparó un mix que incluyó: buffer RT (200mM tris-HCl pH 8,4, 500mM 
KCl), 25mM MgCl2, 0,1M DTT (Ditiotreitol), RNase OUT™ y la enzima transcriptasa 
reversa (SuperScript III RT).El mix fue agregado a cada tubo alcanzando un volumen de 
20ul y se llevó al termociclador por 10 minutos a 25ºC para el alineamiento, luego por 
50 minutos a 50ºC para la síntesis de cDNA y posteriormente por 5 minutos a 85ºC para 
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terminar la reacción. Finalmente se procedió a la remoción del RNA agregando 1μl de 
RNasa H (Invitrogen Life Technologies, EEUU) y se dejó incubar a 37ºC por 20 
minutos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.4.3. PCR en tiempo real  
 
     Para realizar el PCR en tiempo real cuantitativo (qRT-PCR) se utilizó el 
termociclador Applied Biosystems Step One™ Real-Time PCR Systems. En un tubo 
estéril se mezclaron los partidores adecuados, la sonda fluorescente SYBR Green 
(Platinum ® SYBR ® Green qPCR SuperMix-UDG) y H2O-DEPC. Se agregó 1μl de 
cDNA al tubo. Cada gen amplificado fue normalizado con el gen constitutivo GAPDH y 
el resultado expresado en unidades de fluorescencia relativas (RFU).  
     La reacción de PCR fue realizada con las siguientes condiciones: 15 minutos a 95ºC 
para activar la PCR, 15 segundos a 94ºC para la denaturación, 30 segundos a 60ºC para 
el alineamiento, 30 segundos a 72ºC para la extensión. Todo esto se realizó en 39 ciclos. 
 
 
 
3.5. Variables 
 
-Intensidad de la reacción inmunohistoquímica: El valor de la intensidad de la tinción se 
realizó con el software de análisis de imágenes (ImageJ 1.43j, Instituto Nacional de 
Tabla 7: Partidores para qRT-PCR 
β-catenina Forward 5´-GGT GGG CTG CAG AAA ATG GTT-3´ 
Reverse 5´-GAT GGC AGG CTC AGT GAT GTC TTC-3´ 
GAPDH Forward 5´-AGC CGC ATC TTC TTT TGC-3´ 
Reverse 3´-GG TAG TTA CTG GGG AAG TAA-5´ 
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Salud, Bethesda, Maryland, EE.UU.), mediante un análisis cuantitativo D-HSCORE en 
el componente glandular del endometrio.  
 
Se calculó la intensidad de diaminobencidina (DAB) según la fórmula [f = 255 – i], 
donde f = intensidad final de DAB, i = intensidad media DAB obtenida a partir del 
software; i va de 0 (cero = color marrón oscuro, la mayor expresión) a 255 (blanco total) 
(Fuhrich et al, 2013).  
-Patrón de marcación de ER: Se considera positivo si la marcación es nuclear y negativo 
si la tinción está ausente. 
-Patrón de marcación de Ki-67: Se considera positivo si la marcación es nuclear y 
negativo si la tinción está ausente. 
- Patrón de marcación receptores de β-catenina: Se considera positivo si la marcación es 
citoplasmática o nuclear y negativo si la tinción está ausente.  
 
 
 
3.6. Análisis estadístico  
 
     El análisis de los datos se realizó utilizando el programa GraphPadPrism versión 5.0 
CA, USA. Los datos fueron presentados como el promedio ± error estándar (ES). Para 
comparar los valores numéricos asignados a la  inmunotinción se utilizó el test no 
paramétrico Kruskal Wallis con un nivel de significancia de 0.05 (p < 0.05) y el post-test 
Tukey para determinar las diferencias de la comparación múltiple. 
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3.7. Otros antecedentes 
 
 
3.7.1. Consideraciones éticas 
 
     El estudio del proyecto de investigación Fondecyt 1140688 ha sido aprobado por el 
Comité de Ética de Estudios Humanos de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile 
del Hospital Clínico San Borja Arriarán y del Comité de Ética del Hospital Clínico San 
Borja Arriarán- Área Central. 
     Las pacientes firmaron un consentimiento informado, en donde luego de haber 
recibido y entendido toda la información necesaria sobre el proyecto de investigación, 
manifestaron su aprobación de participar en éste. 
     En la recolección de datos de los pacientes se mantuvo una confidencialidad de los 
antecedentes recogidos. 
     La información de los pacientes que se mantiene almacenada en carpetas y 
computadores es protegida y su manipulación es restringida, y sólo puede ser manejada 
por personal autorizado.  
     Para tener una confidencialidad de los datos, la identificación de las pacientes es 
reemplazada por códigos o claves.  
     Dentro de los principios éticos básicos en una investigación científica en donde el 
objeto de estudio son personas, se destacan: el respeto por las personas, la justicia, la 
beneficencia y la no maleficencia. 
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CAPÍTULO IV 
 
 
 
4.1. RESULTADOS 
 
 
4.1.1. Inmunolocalización del receptor de estrógeno en endometrio 
 
     El receptor de estrógeno presentó un patrón de marcación nuclear positivo en las 
células endometriales del componente epitelial (lumen y glándulas) en todas las 
muestras controles de endometrio en fase proliferativa, endometrio proliferativo SOP e 
hiperplasia endometrial. En el endometrio en fase secretora la inmunomarcación fue 
escasa en comparación con el resto de las muestras estudiadas (figura 1). 
     El total de los controles de endometrio en fase proliferativa presentaron 
inmunomarcación nuclear positiva y homogénea en las glándulas (figura 1A). Los 
endometrios proliferativos SOP en su totalidad presentaron inmunotinción nuclear 
positiva y homogénea en las glándulas con un patrón similar a los controles (figura 1B). 
Todas las muestras de hiperplasia endometrial presentaron inmunomarcación nuclear 
positiva y heterogénea en el componente glandular observándose un aumento 
significativo con respecto a los controles y endometrios SOP (1C). En los tejidos de 
endometrio en fase secretora se observó una escasa marcación nuclear en las glándulas 
con respecto a los controles proliferativos, endometrios SOP e hiperplasia endometrial 
(figura 1D).  
 
     El D-HSCORE realizado para los controles de endometrio en fase proliferativa, 
endometrio proliferativo SOP, hiperplasia endometrial y endometrio en fase secretora, 
mostro una diferencia significativa en el aumento de la inmunotinción de la hiperplasia 
endometrial (174 ± 1,7) con respecto al endometrio proliferativo SOP (94,5± 0,5) y los 
controles (92,8 ± 0,2) (P < 0.05) (Gráfico 1). 
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Figura 1: Inmunohistoquímica de ER (dilución 1:100). A) Control endometrio 
proliferativo. B) Endometrio proliferativo SOP. C) Hiperplasia endometrial.  
D) Endometrio secretor. Recuadro correspondiente a control negativo. Aumento 20x. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Control (-) 
B A 
C D 
40 
 
 
 
 
Receptor de estradiol (ER)  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 1: D-Hscore de ER (IHQ) de controles de endometrio en fase proliferativa, 
endometrios proliferativos SOP, hiperplasia endometrial, y endometrio en fase secretora. 
Se observa diferencia significativa de la inmunotinción de ER en hiperplasia endometrial 
con respecto a los endometrios proliferativos SOP y controles (n=18). ** P < 0.01. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
** 
** 
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4.1.2. Inmunolocalización de Ki-67 en endometrio 
 
     Ki-67 presentó un patrón de marcación nuclear positivo en las células endometriales 
epiteliales en todas las muestras controles de endometrio en fase proliferativa, 
endometrio proliferativo SOP e hiperplasia endometrial. En el endometrio en fase 
secretora la inmunotinción fue escasa en comparación con el resto de las muestras 
estudiadas (figura 2). 
 
     El total de los controles de endometrio en fase proliferativa presentaron 
inmunomarcación nuclear positiva y moderada en las células endometriales glandulares 
(figura 2A). Todos los endometrios proliferativos SOP presentaron inmunotinción 
nuclear positiva e intensa en las glándulas en comparación con los controles (figura 2B). 
Las hiperplasias endometriales presentaron inmunomarcación nuclear positiva y 
heterogénea en el componente glandular con respecto a los controles y endometrios SOP 
(2C). En los endometrios en fase secretora se observó una marcación nuclear débil y 
escasa en las glándulas con respecto a los controles proliferativos, endometrios SOP e 
hiperplasia endometrial (figura 2D). 
 
     El D-HSCORE realizado para los controles de endometrio en fase proliferativa, 
endometrio proliferativo SOP, hiperplasia endometrial y endometrio en fase secretora, 
arrojó una diferencia significativa del aumento en la inmunotinción de los endometrios 
proliferativos SOP (115,0 ± 5,0) e hiperplasia endometrial (172,7 ± 3,1) con respecto a 
los controles (57,4 ± 1,1) (P < 0.05) (Gráfico 2). 
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Figura 2: Inmunohistoquímica de Ki-67 (dilución 1:500). A) Control endometrio 
proliferativo. B) Endometrio proliferativo SOP. C) Hiperplasia endometrial.  
D) Endometrio secretor. Recuadro correspondiente a control negativo. Aumento 20x 
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Gráfico 2: D-Hscore de Ki-67 (IHQ) en controles de endometrio en fase proliferativa, 
endometrios proliferativos SOP, hiperplasia endometrial, y endometrio secretor. Se 
observa diferencia significativa del aumento en la inmunotinción de endometrios 
proliferativos SOP e hiperplasia endometrial con respecto a los controles (n=18).  
* P < 0.05. ** P < 0.01. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
** 
* 
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4.1.3. Inmunolocalización de β-catenina en endometrio 
 
     β-catenina presentó un patrón de marcación citoplasmático positivo en las células 
endometriales del componente glandular en todas las muestras controles de endometrio 
en fase proliferativa, endometrios proliferativos SOP e hiperplasia endometrial. En el 
endometrio en fase secretora la inmunomarcación fue escasa en comparación con el 
resto de las muestras estudiadas. 
     El total de los controles de endometrio en fase proliferativa presentaron 
inmunomarcación citoplasmática positiva y regular en las células glandulares (figura 3). 
Los endometrios SOP en su totalidad presentaron inmunotinción citoplasmática positiva 
y abundante en las glándulas en comparación con los controles (figura 4). Los casos de 
hiperplasia endometrial presentaron inmunomarcación nuclear positiva y abundante en 
el componente glandular (36,43%) en un total de 3 campos elegidos al azar con una 
cantidad total de 476 células, con respecto a los controles y endometrios proliferativos 
SOP (figura 5). En el endometrio en fase secretora se observó una escasa marcación 
citoplasmática en las glándulas con respecto a los controles proliferativos, endometrios 
SOP e hiperplasia endometrial (figura 6). Al realizar la técnica de IF y al analizar la 
expresión de β-catenina se obtuvo un patrón similar de inmunomarcación que en la IHQ 
(figura 7). 
 
     El D-HSCORE realizado para los controles de endometrio en fase proliferativa, 
endometrio proliferativo SOP, hiperplasia endometrial y endometrio en fase secretora, 
entregó una diferencia significativa del aumento de la inmunotinción de los endometrios 
proliferativos SOP (162,3 ± 18,7) e hiperplasia endometrial (163,9 ± 4,8) con respecto a 
los controles (107,2 ± 6,7) (P < 0.05) (Gráfico 3). 
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Figura 3: Inmunohistoquímica de β-catenina en endometrio en fase proliferativa. 
A) Hematoxilina-eosina (20x). B) Localización de β-catenina (dilución 1:500) (20x). C) 
Región de interés (20x). D) Deconvolución capa DAB (20x). E) Deconvolución capa 
hematoxilina (20x). F) Detección de β-catenina (40x).  
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Figura 4: Inmunohistoquímica de β-catenina en endometrio proliferativo SOP. A) 
Hematoxilina-eosina (20x). B) Localización de β-catenina (dilución 1:500) (20x). C) 
Región de interés (20x). D) Deconvolución capa DAB (20x). E) Deconvolución capa 
hematoxilina (20x). F) Detección de β-catenina (40x). Recuadro correspondiente a 
control negativo (20x). 
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Figura 5: Inmunohistoquímica de β-catenina en hiperplasia endometrial simple con 
atipia. A) Hematoxilina-eosina (20x). B) Localización de β-catenina (dilución 1:500) 
(20x). C) Región de interés (20x). D) Deconvolución capa DAB (20x).  
E) Deconvolución capa hematoxilina (20x). F) Detección de β-catenina (40x).  
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Figura 6: Inmunohistoquímica de β-catenina en endometrio secretor.  
A) Hematoxilina-eosina (20x). B) Localización de β-catenina (dilución 1:500) (20x).  
C) Región de interés (20x). D) Deconvolución capa DAB (20x). E) Deconvolución capa 
hematoxilina (20x). F) Detección de β-catenina (40x).  
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Figura 7: Inmunofluorescencia de β-catenina en endometrio en fase proliferativa 
(A,B,C). Inmunofluorescencia de β-catenina en endometrio proliferativo SOP 
(D,E,F). Inmunofluorescencia de β-catenina en hiperplasia endometrial (G,H,I). 
(dilución 1:200). Recuadro correspondiente a control negativo. Aumento 40x.  
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Gráfico 3: D-Hscore de β-catenina (IHQ) en controles de endometrio en fase 
proliferativa, endometrio proliferativo SOP, hiperplasia endometrial, y endometrio en 
fase secretora. Se observa diferencia significativa de la inmunotinción de β-catenina en 
endometrios proliferativos SOP e hiperplasia endometrial con respecto a los controles 
(n=18). * P<0.05. 
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4.2. Concentración de mRNA de microdisección celular con láser en endometrio 
 
     En la figura 8 se observan las etapas de la microdisección celular con láser en 
endometrio en fase proliferativa. Se obtuvo un “pool” de mRNA de endometrio 
proliferativo, proliferativo SOP y endometrio en fase secretora. Se cuantificó el RNA 
total midiendo la relación de absorbancia 260nm/280nm, parámetro que informa sobre la 
pureza del RNA (>1.8). En la tabla 8 se observan los niveles que se obtuvieron de 
mRNA del componente glandular del endometrio proliferativo, endometrio SOP y 
endometrio secretor. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Microdisección celular con láser en endometrio en fase proliferativa.  
(A) Epitelio luminal y glándulas de endometrio antes de ser capturadas. (B) Epitelio 
luminal y glándulas seleccionadas previo a la captura con láser. C) Tejido endometrial 
después de la captura con láser .D) Epitelio luminal y glándulas capturadas y aisladas en 
el cap. Aumento 10x. 
B A 
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Tabla 8: Concentración de RNA total en endometrio 
Endometrio Concentración (ng/μl) Absorbancia 260/280 
Proliferativo 35 1,98 
Proliferativo SOP 7,8 1,79 
Secretor  18,6 1,95 
 
 
4.2.1. Expresión génica de β-catenina en células endometriales 
 
     En la tabla 9 se observa el ciclo umbral (Ct) de β-catenina y GAPDH. El Ct se refiere 
al número de ciclos requeridos para alcanzar la señal fluorescente para cruzar el umbral 
de expresión. Los niveles de Ct son inversamente proporcionales a la cantidad de ácidos 
nucleicos en la muestra. Se utilizó la fórmula 2‾ΔΔCτ para analizar los cambios relativos 
en la expresión de genes en tiempo real.  
 
 
Tabla 9: Ct de β-catenina y GAPDH  
Ct β-catenina Ct GAPDH 
14,31 24,08 
13,12 24,12 
13,71 24,04 
17,68 24,18 
16,98 24,06 
15,83 23,99 
20,62 24,06 
22,28 24,08 
18,94 24,10 
 
 
 
 
Endometrio proliferativo 
SOP  
(LCM) 
Endometrio en fase proliferativa 
(LCM) 
Endometrio en fase secretora  
(LCM) 
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     Los niveles de expresión del mRNA de β-catenina en endometrio proliferativo SOP 
(936,1 ± 56,1) presentaron un aumento significativo con respecto al endometrio 
proliferativo (170,6 ± 59,1) y secretor (16,7 ± 9,8) (P < 0.0001) (Gráfico 4). 
 
 
 
 
Epitelio β-catenina (LCM) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 4: Nivel de expresión del mRNA de β-catenina en células epiteliales 
endometriales obtenidas mediante LCM. (n= 9). *** P<0.0001. 
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Gráfico 5: Curvas de Melting. (A) Curva de Melting de β-catenina, la temperatura de 
fusión fue de 83,79 ºC. (B) Curva de Melting de GAPDH, la temperatura de fusión fue 
de 86,47ºC. 
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CAPÍTULO V 
 
 
 
5.1. Discusión 
 
     El síndrome de ovario poliquístico (SOP) es la patología endocrina más prevalente en 
la mujer en edad reproductiva y sus complicaciones incluyen la hiperplasia endometrial 
y el cáncer de endometrio. Aunque se reconoce que la acción prolongada de estradiol sin 
oposición de progesterona conduciría a la proliferación celular y la transformación 
aberrante de las células endometriales el mecanismo preciso de los cambios moleculares 
de esta transición anormal no se conoce (Shang Y, 2000). 
 
     Este estudio demuestra que la expresión de β-catenina es elevada en los endometrios 
de mujeres SOP. Esta expresión elevada de la proteína se relaciona con una expresión 
igualmente mayor del marcador de proliferación celular Ki-67. La expresión del receptor 
de estradiol alpha es igualmente mayor en los endometrios SOP aunque no alcanza 
diferencias estadísticamente significativas. 
 
     En condiciones fisiológicas durante la fase proliferativa del ciclo menstrual las 
células de la granulosa del ovario producen grandes cantidades de estradiol. 
Simultáneamente, los niveles de los receptores de estradiol en el endometrio se 
incrementan. Tras la unión del ligando, los dímeros de ER se trasladar al núcleo donde 
activan la transcripción de los genes diana, que estimulan la proliferación celular 
endometrial. Durante la fase secretora, ocurrida la ovulación el cuerpo lúteo comienza a 
producir progesterona. La progesterona antagoniza la acción del estradiol inhibiendo la 
proliferación de las células endometriales y estimula la diferenciación celular hacia un 
endometrio secretor (Yongyi Wang, 2010). 
 
     En condiciones donde hay ausencia crónica de ovulación como es el SOP, la acción 
del estradiol sin oposición de progesterona conduciría a una disfunción del ciclo celular 
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promoviendo la proliferación celular cuyas consecuencias se verían reflejadas en el 
desarrollo de hiperplasia endometrial y malignización celular posterior (Sociedad 
Americana Contra El Cáncer, 2015). 
 
     La hiperplasia endometrial es el paso previo al cáncer de endometrio, y dicha 
progresión está relacionada con el tipo histológico. La prevalencia de hiperplasia 
endometrial en las mujeres con SOP se ha reportado en 30 a 54% (García Ayala et al, 
2010). 
 
     La expresión de ER en las muestras que hemos analizado es mayor en los 
endometrios con SOP y en los que presentan hiperplasia endometrial aunque no alcanza 
significancia estadística. Este hallazgo refleja que el estradiol efectivamente induce la 
expresión del ER de manera diferencial pero no es suficiente para establecer diferencias 
moleculares en los tipos histológicos pre-malignos. 
 
     Ki-67 refleja el grado de proliferación celular, y su expresión se asocia con la 
progresión, metástasis y el pronóstico de diversos tumores malignos. Ki-67 se convierte 
en el índice más fiable en la detección de la actividad de proliferación de células 
tumorales debido a su corto período de vida media. En este estudio, la expresión positiva 
nuclear de Ki-67 fue significativamente mayor en los endometrios SOP e hiperplasia 
endometrial, los cuales presentaron una inmunotinción nuclear positiva e intensa en 
glándulas y lumen con respecto al endometrio proliferativo normal. La proliferación 
celular estaría aumentada a medida que las células van adquiriendo características de 
malignidad, por lo tanto, Ki-67 podría ser un índice importante para la evaluación de la 
proliferación en SOP y la progresión a hiperplasia y cáncer endometrial (Cui-Ge Yu et 
al, 2015). 
 
     Los resultados obtenidos para β-catenina indican que esta proteína se encuentra 
presente en el citoplasma de las células endometriales de mujeres con ciclos menstruales 
regulares en fase proliferativa, concordante con estudios anteriores que ha demostrado 
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que durante el ciclo menstrual, el estradiol estimula la vía de señalización Wnt/β-
catenina en la fase proliferativa, mientras que la progesterona inhibe la señalización, 
restringiendo la expresión de β-catenina durante la fase secretora (Yongyi Wang, 2010).  
 
     En condiciones fisiológicas β-catenina se encuentra formando parte de un complejo 
citoplasmático junto con AXINA, APC, CK1, GSK3. En ausencia del ligando de β-
catenina (señal Wnt) se desencadena la fosforilación de β-catenina, su posterior 
ubiquitinación y degradación. En presencia del ligando (Wnt) cuya expresión es 
estimulada por estradiol β-catenina se acumula en el citoplasma. En presencia de una 
activación constitutiva que podría ser estimulada por estradiol o por una mutación del 
complejo proteico destinado a su degradación, β-catenina se transloca al núcleo. La gran 
acumulación de β-catenina en el núcleo induce la transcripción de genes del sistema Wnt 
relacionados con la proliferación celular y malignización del tejido (Scholten et al, 
2006).  
 
     En esta investigación de acuerdo al D-Hscore se determinó una mayor 
inmunomarcación citoplasmática y de membrana para β-catenina en los endometrios 
SOP en comparación con el endometrio proliferativo, mientras que en la hiperplasia 
endometrial simple con atipia este incremento en su expresión se acompaña además de 
marcación nuclear intensa en gran parte de las células epiteliales, lo que coincide con 
análisis previos que han establecido que la activación de la vía de señalización Wnt/β-
catenina conduce a la hiperplasia endometrial y que estaría relacionado con el desarrollo 
del cáncer de endometrio (Behrens J,1998).  
 
     La expresión de β-catenina es mayor en los endometrios SOP comparado con los 
endometrios proliferativos de ciclos normales y es aún mayor en los endometrios SOP 
con hiperplasia endometrial. Consideramos que estos resultados son interesantes porque 
estarían relacionando la expresión de β-catenina con el proceso de transformación 
anormal del endometrio.  
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     Además la expresión diferencial de β-catenina se relaciona con la expresión de Ki-67 
y ER. Estos hallazgos indicarían que la expresión anormal de β-catenina ocurre en 
respuesta a la acción crónica y sin oposición de progesterona. 
 
     Para determinar la translocación al núcleo de β-catenina realizamos 
inmunofluorescencia, comprobando de este modo la superposición de la proteína con el 
marcador nuclear DAPI. Esto confirmó la translocación de β-catenina al núcleo.  
 
     Finalmente para corroborar la elevada expresión de β-catenina obtenida mediante 
IHQ, determinamos los niveles de mRNA de β-catenina mediante PCR en tiempo real en 
células epiteliales obtenidas a través de LCM comprobando la mayor expresión de este 
gen en las células epiteliales endometriales de mujeres con síndrome de ovario 
poliquístico. Además se establece la efectiva regulación  de β-catenina por estradiol en 
fase proliferativa  e inhibición por progesterona en fase secretora en mujeres con ciclo 
regulares normales. 
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CAPÍTULO VI 
 
 
 
6.1. Conclusiones 
 
 
     Esta unidad de investigación y los resultados obtenidos permiten suponer que  la 
hipótesis es correcta, la cual plantea que la proliferación celular en respuesta a la acción 
estrogénica es diferente en los endometrios de mujeres con SOP en comparación con 
endometrios de mujeres fértiles con ciclos menstruales regulares. 
 
     De acuerdo a nuestros hallazgos el endometrio con SOP es distinto al endometrio de 
una mujer normal, ya que se distingue un aumento en la proliferación celular y un 
aumento en la acumulación de β-catenina en el citoplasma. De este modo la alteración 
en la expresión de β-catenina respondería a la acción crónica de los estrógenos sin 
oposición de progesterona, y formaría parte del mecanismo de transformación maligna 
del endometrio con SOP, lo que conduce a una sobreexpresión de β-catenina en SOP, 
seguida por una translocación al núcleo en las mujeres que desarrollan hiperplasia 
endometrial. 
 
     Esta unidad de investigación y los resultados obtenidos permiten confirmar la 
hipótesis planteada. Efectivamente los endometrios de mujeres con SOP en comparación 
con endometrios de mujeres fértiles con ciclos menstruales regulares presentan una 
expresión elevada de β-catenina y el indicador de proliferación celular Ki-67. 
 
     De acuerdo a nuestros hallazgos hay una mayor expresión de β-catenina en el 
citoplasma de las células endometriales epiteliales de mujeres con SOP. En los 
endometrios SOP con hiperplasia endometrial con atipia la expresión es aún mayor y se 
observa translocación al núcleo.  
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     Estos hallazgos preliminares nos permiten especular que la alteración en la expresión 
de β-catenina respondería a la acción crónica de los estrógenos sin oposición de 
progesterona, y formaría parte del mecanismo de transformación maligna del endometrio 
SOP.  
 
     A pesar del número restringido de casos analizados, nuestros hallazgos pueden ser 
útiles para continuar estudios posteriores con el fin de determinar si β-catenina es un 
marcador temprano de la transformación aberrante del endometrio de mujeres con 
síndrome de ovario poliquístico. Esto adquiere especial relevancia cuando pensamos que 
se trata de mujeres en edad fértil que, además de padecer trastornos endocrino-
metabólicos y reproductivos, tienen riesgo de desarrollar cáncer endometrial si no son 
tratadas a tiempo. Sin embargo, al tratarse de una investigación retrospectiva es 
necesario aumentar el número de casos de estudio y continuar con la investigación en el 
futuro. 
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